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肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）能诱导 L929 细胞产生相互作用
蛋白 3（receptor-interacting protein 3，RIP3）依赖的程序性细胞坏死，并且在该
过程中，胞内的线粒体产生的活性氧（reactive oxygen species，ROS）会积聚，
同时当 RIP3 的表达水平敲低时，胞内 ROS 的积聚也受到了抑制。但是 RIP3 如
何影响 ROS 的具体机制仍不清楚。 
因为 ROS 的产生主要在线粒体电子传递链上，而还原型辅酶Ⅰ（NADH）
和还原型辅酶Ⅱ（NADPH）又是电子传递链的底物，RIP3 是否能通过改变电子
传递链上 NADH 或者 NADPH 的消耗来影响 ROS。我们通过实验证明了 TNF 确
实能诱导 L929 细胞产生 RIP3 依赖的 NADH 消耗的增加，然而对 NADPH 的消
耗不产生影响，而且 ROS 的去除剂能够抑制这种 NADH 消耗增加的现象。但是
NADH 的消耗并非如我们最初假设那般是由线粒体电子传递链上的组分导致的，
同时我们也证明 ROS 不能直接引起 NADH 的消耗，而是由线粒体上的某种蛋白
所介导。为了能够解释 TNF 诱导 RIP3 依赖的 NADH 消耗增加及其与 ROS 的关
系，我们将线粒体蛋白具有 NADH 活性的组分进行分离纯化，并通过银染的方
法，得到了一些特异性的条带。我们将通过质谱的方法对这些特异性的条带进行





















 TNF (Tumor necrosis factor) can induce necrosis in L929 cells which is RIP3 
dependent. ROS (reactive oxygen species) production increase during this process 
which is also RIP3 dependent, RIP3 expression knockdown inhibits the accumulation 
of ROS. But the mechanism of how RIP3 affect the ROS production is unknown. 
ROS is generated mostly through the ETC (electron transport chain) of 
mitochondria, and the common substrates of this process are NADH and NADPH. So 
it might be possible that RIP3 can affect the ROS production through the NADH or 
NADPH depletion. In our experiment we proved that TNF can induce 
RIP3-dependent NADH depletion. And it is NADH specific, NADPH is not involved 
in this process. Also ROS scavengers inhibit the NADH depletion, which means ROS 
participate in the RIP3-dependent NADH depletion. But the later experiments showed 
that mitochondrial ECT complex Ⅰ, which oxidizes NADH in ECT is no responsible 
for the NADH depletion since the ECT inhibitors we used can’t block this 
RIP3-dependent NADH depletion. And then we proved that this TNF-induced 
RIP3-dependent NADH depletion is mediated by some protein of mitochondria, ROS 
couldn’t oxidize NADH directly. In order to find out which protein of mitochondria 
that is involved, we purified mitochondrial proteins that have NADH depletion 
activity through a series of purification methods. We are going to indentified those 
proteins through MS, hopefully we can have a better insight of TNF-induced 
RIP3-dependent NADH depletion, and what’s the role of ROS in it. 
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图 1.1 凋亡细胞和坏死细胞形态学上的不同过程 





参与到该过程[1]。但直到一个多世纪以后的 1964 年，当 Lockshin 和 Williams 阐
释昆虫变态发育过程中的细胞死亡是受调控的，“程序性死亡（programmed cell 




























细胞坏死研究的最多的模型为 L929 小鼠成纤维细胞在肿瘤坏死因子（tumor 
necrosis factor，TNF）诱导下的细胞坏死。 
虽然早在二十世纪八十年代就有关于肿瘤坏死因子诱导细胞坏死的研究
[19-21]，但直到相互作用蛋白 1[10, 13, 17, 22]（receptor-interacting protein kinase 1, 
RIP1）和相互作用蛋白 3[9, 11, 12, 16]（receptor-interacting protein kinase 3, RIP3）被
证明在 TNF 诱导的细胞坏死中起到重要作用，才极大的引起人们对细胞坏死调
控机制的关注。此后，一系列能引发坏死的方式被报道（图 1.2）。这些刺激物
可 通 过 激 活 多 聚 腺 苷 二 磷 酸 核 糖 聚 合 酶
-1(poly(ADP-ribose)polymerase-1,PARP-1) 、 线 粒 体 通 透 性 转 换
(mitochondrial permeability transition, MPT)、线粒体复合体  I（mitochondrial 

























图 1.2 细胞坏死的诱导物及其引发的组织损伤和炎症反应 
Fig. 1.2 Triggers of necrosis and its link to tissue damage and inflammation 
 
1.1.2.2 细胞坏死的分子机制 
由于 TNF 诱导的细胞坏死为经典的细胞坏死研究模型，所以便以 TNF 诱导
坏死的信号通路进行坏死机制的介绍。 
TNF 可以诱导细胞凋亡也可以诱导细胞坏死[20, 23]，二者的区别在于，TNF
诱导的细胞凋亡需要含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 (cysteinyl aspartate 
specific proteinase，caspase)的参与和细胞色素 c 的释放[24, 25]；而 TNF 诱导的细


















图 1.3 细胞坏死的不同模型 
Fig. 1.3 An integrated view of the emerging modes of regulated necrosis 
 
TNF 受体（TNF receptor，TNFR）与 TNF 结合后被激活，募集受体相互作
用蛋白 1（receptor interaction protein 1，RIP1）和肿瘤坏死因子 I 型受体相关的
死亡结构域蛋白（TNFR-associated death domain，TRADD）形成复合体Ⅰ
（complexⅠ），复合体Ⅰ的形成对于 NF-κB 的激活及下游抗凋亡基因如 A20 和
FLICE 样抑制蛋白（FLICE-like inhibitory protein isoform，Flip）的表达上调起着
重要的作用（图 1.4a）。同时 A20 的去泛素化活性可以将 RIP1 第 63 位赖氨酸
的泛素链去除，从而抑制 TNF 诱导的 NF-κB 通路的激活，起着负反馈调节作用
[27]。头帕肿瘤综合征蛋白（cylindromatosis,CYLD）也可以使 RIP1 去泛素化，导
致 RIP1 与 TNFR 的解离，并通过 TRADD 募集 Fas 相关的死亡结构域蛋白
（FAS-associated death domain ,FADD）、相互作用蛋白 3（receptor interaction 
protein 3，RIP3）、FLIPs 和 pro-caspase8 结合形成死亡诱导信号复合体（cytosolic 
death-inducing signalling complex ，DISC），即复合体Ⅱa[28] （图 1.4b）。FLIPL
和 pro-caspase8 可以形成异源二聚体，抑制 RIP1、RIP3 和 CYLD 的活性从而抑
制细胞的坏死。同时 pro-caspase8 还可以进行自我剪切激活后脱离复合体Ⅱa，
激活下游的 caspase3 和 caspase7 导致细胞凋亡。可是当 caspase8 的活性受到抑
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